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IN VITRO ШАРОИТИ УЧУН ЎСИМЛИК РЕСУРСЛАРИНИ СТЕРИЛЛАШ
АСОСЛАРИ
Дехқонов Даврон Бурхонович1, Махмуджонов Дилмурод Иброхим ўғли2
Ўзбекистон Республикаси Фанлар Академияси Ботаника институти
(б.ф.н., катта илмий ходим1, кичик илмий ходим2), davron-b@bk.ru
Аннотация: мазкур мақолада in vitro шароитида ўсимликларни кўпайтириш учун
стериллаш бўйича маълумотлар келтирилган ва ҳар бир эксперимент учун тадқиқотчи
томонидан стериллаш жаранини оптимал усули ва шароити танлаб олиниши зарурлиги
таъкидланган.
Калит сўзлар: in vitro, стериллаш, ўсимлик ресурслари, каллус тўқимаси, симоб
тузлари.

МЕТОДЫ СТЕРИЛИЗАЦИИ РАСТИТЕЛЬНЫХ РЕСУРСОВ ДЛЯ IN VITRO
КУЛЬТУРЫ
Дехканов Даврон Бурханович1, Махмуджанов Дилмурод Иброхим угли2
Институт Ботаники Академия Наук Республики Узбекистан
(к.б.н., старший научный сотрудник1, младший научный сотрудник2), davron-b@bk.ru
Аннотация: в данной статье приведена способы и методы стерилизиции
растительных ресурсов и предложено проводит оптимизации метода и условия проведение
процесса со стороны исследователья.
Ключевые слова: in vitro, стерилизация, растительные ресурсы, каллусная ткань,
соли ртута.
STERILIZATION APPROACHES OF PLANTS RESOURCES FOR IN VITRO
CULTURES
Dekhkonov Davron1, Makhmudjanov Dilmurod2
Institute of Botany Academy Sciences of Republic of Uzbekistan
(candidate of biological sciences, senior scientific staff1, junior scientific staff2), davron-b@bk.ru
Abstract: the current shows some approaches of sterilization of plant resources and it was
suggested that optimization of sterilization method and condition for every process by investigator.
Key words: in vitro, sterilization, plant resources, callus tissue, mercury salts.
Ўсимлик хужайралари ва тўқималарини in vitro шароитида кўпайтиришга оид
дастлабки тадқиқотлар 1934 йилда Гаузерет [1] ва Уайт томонидан амалга оширилган
[2]. Гаузерет тадқиқотлар давомида озиқа муҳитига индол 3-сирка кислотаси ва
витаминларни қўшиш натижасида Salix турларида 18 ой давомида культура олишга
муваффақ бўлган. Кейинчалик 1939 йили Уайт ўзининг “Potentially Unlimited Growth
of Excised Plant Callus in an Artificial Nutrient” номли тадқиқот натижаларини эълон
қилиб [3], ҳосил бўлган каллус тўқималари дифференциация ва полярлик
хусусиятларини кўрсатмаганини аниқлади. 1970-1980 йилларга келиб, ўсимлик
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тўқималарини in vitro шароитида култивирлаш ва каллус тўқималарини олиш
анчайин осон вазифага айланди [4].
Айни пайтга келиб in vitro шароитида ўсимликларни кўпайтиришнинг турли
(уруғидан ундириш, эмбрион культураси, каллус культураси, гаплоид технологияси,
соматик эмбриогенез, протопласт технологияси ва ҳ.к.) усуллари мавжуд [5].
in vitro шароитида стериллаш муҳим босқич ҳисобланиб, мазкур жараённи
тўғри амалга оширилиши танланган объектда мавжуд микроорганизмларни нобуд
қилиш ва натижада соғлом ўсимлик олишга ҳизмат қилади. Ўсимликларни
стериллашда кўплаб кимёвий реагентлар қўлланилади.Буларга мисол қилиб этил
спирти, водород пероксиди, гипохлорид тузлари, кумуш хлорид ва бошқа кўплаб
реагентларни келтириш мумкин [6].
Одатда ҳар бир объектни стериллашнинг оптимал шароитлари тадқиқот
ўтказиш орқали аниқлансада, стериллашнинг умумий қоидаларига риоя қилиш
талаб этилади.
Стериллаш жараёнини ўтказишдан олдин танлаб олинган объект оқиб турган
илиқ сувда совун билан ва кейинчалик дистилланган сув ёрдамида тупроқ
қолдиқлари, қуриган тўқима қолдиқлари ва бошқа кераксиз қисмлардан тозаланади.
Ўт ўсимликларнинг барги ва куртаклари дастлаб илиқ сувда совунлаб ва кейинчалик
дистилланган сувда ювилади. Кўп ҳолатларда ўсимликларнинг уруғи, барги ва
куртакларини стерилизациялаш 96% этанолда 2-10 секунд давомида амалга
оширилса, илдиз, илдизмева ва пиёзчалар билан бу жараён 1-2 ҳатто ўсимлик
ресурсини катталигига қараб 5 минутгача стерилланади. Ўсимлик ресурсининг
хажмига қараб вата ёрдамида абсолют этил спирти билан ҳам ишлов берилиши
мумкин. Этил спирти билан ишлов бериш ўсимлик тўқималаридаги мум
қатламларни
ювишда
самарали
восита
ҳисобланади.
Стерилизация
самарадорлигини янада ошириш учун турли детергентлар ёки кундалик ювиш
махсулотларидан фойдаланиш тавсия этилади.
Интакт ўсимлик тўқималарини стериллаш учун хлорли (натрий ва кальций
гипохлорид, хлор кукуни, хлорамин), симоб препаратлари (сулема, диацид),
оксидловчи реагентлардан (водород пероксид, калий перманганат) ва кам ҳолларда
кумуш тузларидан (кумуш нитрат) фойдаланилади.
Токсик хусусиятга эга бўлишига қарамай қулай концентрация танланганда
симоб тузлари эритмалари ҳисобланган диацид, сулема, фамосепт) стериллашда
жуда самарали натижа беради. Булардан сулеманинг (HgCl2) 0,1% ли эритмаси
тугунакли ва илдизмевали ўсимлик ресурсларини стериллаш учун 15-20 минут,
дарахт куртаклари учун 10-20 минут ва ўт ўсимликларни барги ва пояси учун 4-8
минут вақт давомида ишлов бериш лозим [6].
Айнан симоб тузларидан фойдаланган ҳолда, истиқболли ток (Vitis vinifera L.)
ўсимликларини кўпайтириш учун уларни шохларидаги куртаклар ва новдалардан
кўпайтириш амалга оширилган. Бунинг учун эксплантантлар (0,5-0,7 см) 30 дақиқа
давомида сув оқимида, 25 минут давомида марганцовкали сувда ювилиб, 0,1% ли
сулема эритмасида стерилланган. Стериллаш жараёни тугагандан сўнг ўсимлик
ресурслари бир неча бор дистилланган сувда ювилган [7]. Айнан Vitis vinifera L.
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ўсимлиги навлари билан ин витро шароитида ишлаш мобайнида ўсимликни
кўпайтириш учун апикал меристемалар танлаб олинган ва 35 секунд мобайнида 70%
ли этанол ва 12 минут давомида брадофен билаш ишлов берилган ҳамда стериллаш
жараёни якунида 3 маротаба дистилланган сув билан ишлов берилган [8].
Бундан
ташқари
ўзида
М-цитилпиридинхлорил
(666,5
мг/л)
ва
этилмеркурхлорид (333,5 мг/л) тутган диацид стериллаш жараёнидан сулемага
нисбатан кучсизроқ таъсирга эга бўлиб, одатда стериллаш учун 0,1% эритмаси
қўлланилади. Ўсимлик ресурсларини ўзида симоб тутган агентлар билан 3-4
маротабагача ишлов бериш мумкин. Стериллаш жараёни тугагандан сўнг ўсимлик
ресурсини дистилланган сув билан 15-20 минутдан 4–5 мартагача ювиш талаб этилади
[6].
Шунингдек, стериллаш жараёни учун 6-10-20 минут давомийликда водород
пероксидини (10-30%) ҳам қўллаш мумкин. Бу агент ўсимлик тўқимасини камроқ
зарарлаши ва ундан сўнг сув билан ювиш жараёни камроқ бўлганлиги ҳамда агентни
сув ва экин кислородгача парчаланиб кетиш хусусияти мавжуд.
Стериллаш жараёнида самарали натижага эришиш учун фақатина битта
агентдан эмас, балки бир неча агентлар комбинациядан ҳам фойдаланилади. Бунга
қуйидагилар мисол бўла олади:
1. этил спирти (30-60 сек) – сулема (5-10 мин) – пергидрол (10 мин);
2. этил спирти (30-40 сек) – натрий (кальций) гипохлорид (10-15 мин) – пергидрол
(10 мин)
3. спирт (40-60 сек) – сулема (диацид) (5-8 мин) – хлор кукуни (10-15 мин).
Масалан, Pistacia vera L var. Siirt ни стериллаш учун 5 хил йўналишда
комбинирланган стериллаш жараёни ўтказилган [9]. Уни қуйидагича тасвирлаш
мумкин (1-жадвал).
1-жадвал
Pistacia vera L var. Siirt ўсимлигини турли реактивлар комбинацияси асосида
стериллаш
1
2
3
4
5
%70 Этанол
70% Этанол
70% Этанол
70% Этанол
70% Этанол
(2 мин)
(4 мин)
(2 мин)
(2 мин)
( 5 мин)
SdH2O да ювиш SdH2O да ювиш SdH2O да ювиш SdH2O да ювиш SdH2O да ювиш
(1x)
(2x)
(1x)
(1x)
(1x)
5% NaOCl
10% NaOCl
20% H2O2
5% NaOCl
15% NaOCl
(5 мин)
(10 мин)
(10 мин)
(5 мин)
(15 мин)
SdH2O да ювиш SdH2O да ювиш SdH2O да ювиш SdH2O да ювиш SdH2O да ювиш
(1x)
(1x)
(2x)
(1x)
(1x)
15% NaOCl
5% NaOCl
10% NaOCl
20% H2O2
70% Этанол
(10 мин)
(5 мин)
(5 мин)
(15 мин)
(2 мин)
SdH2O да ювиш SdH2O да ювиш SdH2O да ювиш SdH2O да ювиш SdH2O да ювиш
(3x)
(2x)
(3x)
(3x)
(3x)
5% H2O2
(5 мин)
SdH2O да ювиш
(3x)
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Баъзи ҳолларда маълум бир стерилловчи агентнинг турли концентрациялари
ўсимликнинг турли органларини стериллашда қўлланилади. Масалан, орхидеяни
тўқималарини стериллаш учун 10% ли хлорокс (10 мин), баргдаги қисмларни
стериллаш учун 5% ли хлороксда (5 мин), алоҳида куртакларни стериллаш учун эса
1% ли хлороксда 1 минут давомида ишлов берилади ва дистилланган сув билан ишлов
бермасдан қуритилади. Биологик ресурсни кумуш нитратнинг (AgNO3) 0,8-1,0% ли
эритмаси билан 10-12 минут давомида ишлов бериш самарали натижа беради [6].
Тугунакли, пиёзли ва илдизмеваларни ички қисмларида жойлашган
микроорганизмларни анъанавий стериллаш усуллари билан йўқотиш мураккаб
масала ҳисобланади. Бу турдаги бактериал ва замбуруғли зарарланишдан ҳоли
бўлиш учун антибиотиклар комбинациясидан (стрептомицин (10-80 мг/л) +
тетрамицин (200-400 мг/л) + ампициллин/нистатин (20 мг/л)) фойдаланиш тавсия
этилади. Лекин ушбу ишлов бериш натижасида каллус тўқима пролиферацияси ва
ўсимлик регенерациясига салбий таъсир кўрсатади [6].
F.ferulaeoides уруғларини сттериллаш учун 40С хароратда сақлагандан сўнг,
уруғларни дистилланган сув билан 2 соат давомида ювилган, 70% ли этанол билан 90
секунд кейинчалик 4% ли натрий гипохлорид билан 20 минут давомида стерилланган.
Жараён тугагач дистилланган сувда 4 маротаба ювилган [10].
Шуни алоҳида таъкидлаш лозимки, ўсимликларни ин витро шароитида
кўпайтириш жараёнида уларни стериллашнинг жуда кўп усуллари мавжуд.
Тадқиқотчи стериллаш жараёнини ўтказишда ўсимликлар ва уларнинг ресурслари
хусусиятидан келиб чиққан ҳолда, стериллаш жараёнларини оптималлаштириш
бўйича мустақил тадқиқот ва синов ишларини олиб боришлари тавсия этилади.
Мазкур мақоладаги маълумотлардан ўсимликларни ин витро шароитида
кўпайтиришга қизиқувчи мутахассислар ҳамда Олий таълим муассасаларида
ўсимликлар биотехнологиясига оид машғулотларда фойдаланиш мумкин.
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